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ABSTRAK
Aktivitas Antiproliferasi Ekstrak n-Heksana Daun Benalu Kelor
(Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser)
terhadap Cell Line Kanker Payudara T47D

Oleh:
Ayu Nala El Muna H.
08630024

Dosen Pembimbing: Esti Wahyu Widowati, M.Si., M. Biotech.

Benalu kelor (Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser) merupakan salah
satu tanaman yang telah digunakan secara tradisional untuk mengobati berbagai
penyakit termasuk kanker. Salah satu pemanfaatan benalu kelor yang perlu dikaji
lebih jauh adalah aktivitasnya sebagai antiproliferasi. Penelitian ini bertujuan
mengeksplorasi potensi antiproliferasi ekstrak n-heksana daun benalu kelor
(Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser) terhadap cell line kanker payudara
T47D. Metode ekstrasi yang digunakan adalah maserasi, sedangkan uji
sitotoksisitas yang digunakan adalah metode MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolium bromide). Deteksi golongan senyawa bioaktif menggunakan
penapisan fitokimia.

Hasil uji aktivitas antiproliferasi menunjukkan bahwa ekstrak n-heksana
daun benalu kelor memiliki nilai I1Csp sebesar 1088,621 ug/mL. Skrining fitokimia
menujukkan adanya golongan senyawa terpenoid. Aktivitas proliferasi ekstrak n-
heksana daun benalu kelor diduga disebabkan oleh adanya senyawa terpenoid
yang terkandung di dalamnya.

Kata kunci: Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser, antiproliferasi, penapisan
fitokimia

XVii



BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kanker menjadi masalah kesehatan utama baik di negara maju maupun di
negara berkembang. Dari berbagai jenis kanker, salah satu kanker yang paling
sering dialami wanita adalah kanker payudara. Menurut Sistem Informasi Rumah
Sakit (SIRS) tahun 2011, kanker payudara menempati urutan pertama pada pasien
rawat inap di Rumah Sakit seluruh Indonesia dengan persentase sebesar 16,85 %,
disusul kanker leher rahim sebesar 11,78 %.

Pengobatan kanker secara medis yang selama ini dilakukan adalah melalui
terapi kimia (kemoterapi) (King, 2000; Goldie, 2001). Kemoterapi menggunakan
obat-obatan untuk mengeliminasi atau memperlambat pertumbuhan sel kanker
dengan sesedikit mungkin efek samping pada sel normal di sekitarnya.
Kemoterapi dikatakan berhasil tergantung sejauh mana pengobatan tersebut dapat
mengurangi jumlah sel kanker (Van de Velve dkk., 1999). Efek samping yang
dapat muncul antara lain lemas, mual, muntah, kerontokan rambut, sariawan dan
gangguan pencernaan (Van de Velve, 1999; Goodman dkk., 2004). Selain itu
pengobatan juga membutuhkan biaya yang besar (lkawati, dkk., 2008). Tingkat
keberhasilan terapi yang belum memuaskan dan pengobatan kanker yang mahal,
mendorong peneliti untuk mengembangkan pengobatan alternatif yang lebih

murah. Upaya mengeksplorasi bahan alam sebagai obat kanker merupakan salah



satu hal yang dapat dilakukan dalam mengembangkan pengobatan alternatif yang
lebih murah.

Berbagai tumbuhan telah diteliti secara in vitro maupun in vivo dan banyak
diantaranya cukup berpotensi digunakan sebagai antikanker (Galati dan O’Brien,
2004). Salah satu tumbuhan yang cukup potensial untuk dikembangkan sebagai
antikanker adalah benalu (Hermawan, 2011). Tumbuhan ini cukup menarik untuk
dikembangkan karena merupakan tumbuhan parasit yang awalnya dianggap tidak
bermanfaat.

Artanti dkk. (2003) memperlihatkan potensi benalu duku Macrosolen
cochinchinensis (Lour.) van Tiegh dari famili Loranthaceae sebagai agen
antikanker. Hasil pengujian menunjukkan bahwa aktivitas tertinggi dimiliki oleh
fraksi heksana dibandingkan fraksi butanol dan kloroform. n-heksana selektif
mengekstrak senyawa-senyawa non-polar pada sampel (Sarker dkk., 2006) seperti
golongan terpenoid. Senyawa-senyawa golongan terpenoid seperti carveol,
betulinic acid dan triptolide dilaporkan mampu menghambat pertumbuhan kanker
payudara (Yang dan Dou, 2010). Selain benalu tersebut jenis benalu lain seperti
benalu cemara, benalu belimbing dan benalu nangka juga telah diteliti
aktivitasnya sebagai antikanker (Artanti, 2006).

Benalu famili Loranthaceae jenis lain yang secara empiris telah digunakan
masyarakat Indonesia sebagai obat kanker adalah benalu kelor. Data ilmiah
mengenai penggunaan benalu kelor ini sebagai obat kanker belum banyak
dipublikasikan. Aktivitas antikanker suatu tumbuhan dapat dievaluasi dari efek

sitotoksiknya secara in vitro pada cell line kanker (Thompson, 1985) untuk



mencari bukti ilmiah tersebut. Pengujian pada cell line tidak bertentangan dengan
azas animal walfare karena penelitian dilakukan di luar tubuh hewan atau
manusia. Pada penelitian ini, potensi ekstrak n-heksana daun benalu kelor
(Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser diuji efek sitotoksiknya terhadap cell
line kanker payudara T47D.
B. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakan maka rumusan

masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana potensi sitotoksisitas ekstrak n-heksana daun benalu kelor
(Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser) terhadap cell line kanker
payudara T47D?

2. Bagaimanakah profil metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak n-
heksana daun benalu kelor (Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser)?

C. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah:

1. Mengetahui potensi sitotoksisitas ekstrak n-heksana daun benalu kelor
(Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser) terhadap cell line kanker
payudara T47D.

2. Mengetahui profil metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak n-
heksana daun benalu kelor (Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser).

D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi lebih lengkap

mengenai potensi sitotoksisitas ekstrak n-heksana daun benalu kelor terhadap



cell line kanker payudara T47D sehingga dapat memberikan kontribusi pada
pengembangan daun benalu kelor (Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser)

sebagai agen antiproliferasi.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan untuk mengkaji antiproliferasi ekstrak n-heksana
daun benalu kelor (Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser) yang secara empiris
telah digunakan masyarakat untuk mengobati kanker. Penelitian ini dilakukan
dalam empat tahap, meliputi determinasi benalu kelor, pembuatan crude extract n-
heksana daun benalu kelor, uji sitotoksisitas daun benalu kelor menggunakan
metode MTT dan deteksi golongan senyawa bioaktif.

A. Determinasi Tanaman Benalu Kelor

Determinasi tanaman benalu kelor dilakukan di LIPI-Pusat Konservasi
Tumbuhan-Kebun Raya Bogor dengan mengirimkan bagian tumbuhan berupa
daun, bunga dan batang untuk menentukan klasifikasi tanaman. Determinasi ini
perlu dilakukan karena benalu yang berbeda dapat tumbuh pada inang yang sama
atau sebaliknya tumbuhan inang yang sama dapat ditumbuhi benalu yang berbeda
(Artanti dkk., 2009). Hasil determinasi menunjukkan bahwa benalu kelor yang
didapatkan dari daerah Bantul adalah Helixanthera sessilifora (Merr.) Denser
famili Loranthaceae.

B. Ekstraksi Daun Benalu Kelor

Sebelum ekstraksi dilakukan, daun benalu kelor dikeringkan dan
dihaluskan. Pengeringan dimaksudkan untuk mengurangi kadar air, menghentikan
aktivitas mikroba dan mencegah tumbuhnya jamur sehingga sampel dapat

disimpan lebih lama dan tidak membusuk. Daun yang telah kering dihaluskan
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untuk memperkecil ukuran partikel (Rohyami, 2008). Semakin kecil ukuran
sampel maka semakin besar luas permukaan yang diperoleh. Interaksi antara
pelarut yang digunakan dengan bahan yang diekstrak akan berjalan lebih efektif,
sehingga senyawa yang terekstrak menjadi lebih banyak (Anonim, 1983;
Rohyami, 2008; Voight; 1994).

Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah maserasi.
Maserasi dipilih untuk mencegah terjadinya kerusakan senyawa aktif yang
terkandung dalam daun benalu kelor. Senyawa aktif dalam suatu ekstrak
cenderung tidak stabil pada suhu tinggi sehingga pemanasan pada suhu tinggi
perlu dihindari (Canell, 1998). Maserasi dilakukan menggunakan pelarut n-
heksana. Pemilihan pelarut n-heksana didasarkan pada selektivitasnya dalam
mengekstrak senyawa-senyawa non polar, tingkat keamanan dan kemudahan
menguap (Sarker dkk., 2006). Penggunaan n-heksana sebagai pelarut dalam
maserasi diharapkan dapat mengekstrak senyawa-senyawa non polar yang aktif
sebagai antiproliferasi seperti senyawa-senyawa golongan terpenoid.

Filtrat hasil maserasi dipekatkan dengan menguapkan pelarut menggunakan
vacuum rotary evaporator dan diperoleh crude extract n-heksana daun benalu
kelor. Pompa vakum pada rotary evaporator membuat pelarut dapat diuapkan di
bawah titik didih sehingga zat yang terkandung di dalam pelarut tidak rusak oleh
suhu yang tinggi. Crude extract yang diperoleh selanjutnya diuji aktivitas

antiproliferasinya terhadap cell line kanker payudara T47D.
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C. Uji Sitotoksisitas

Crude extract yang diperoleh diuji sitotoksisitasnya secara in vitro
terhadap cell line T47D menggunakan metode MTT. Metode ini digunakan untuk
mengukur aktivitas penghambatan sel secara in vitro dengan menentukan nilai
ICso dengan menghitung pembentukan kristal formazan yang berwarna ungu
(Wardoyo dkk., 2011; Doyle dan Griffiths, 2000). Metode ini dipilih karena
memiliki ketepatan yang tinggi, mudah, cocok untuk tujuan skala besar, cepat,
sensitif dan akurat (Freshney, 2000). Selain itu, metode ini tidak bertentangan
dengan azas animal walfare karena percobaan dilakukan di luar tubuh sehingga
kondisi lingkungan (kultur) dan keseragaman (homogenitas) populasi sel lebih
dapat dikontrol.

Larutan uji dibuat dengan melarutkan ekstrak n-heksana dalam DMSO
dengan konsentrasi rendah dan media kultur. DMSO dapat melarutkan senyawa
polar maupun nonpolar dan tidak memiliki efek samping terhadap sel normal
(Muir, 2007; Brayton, 1986; Penninckx dkk., 1983; Violante dkk., 2002). Setelah
pemberian larutan uji, sel diamati menggunakan mikroskop inverted, sel hidup
berbentuk seperti jarum yang saling berdempet dengan sel lain yang berada di
sekitarnya dan menempel pada dasar sumuran. Sedangkan sel mati setelah diberi

perlakuan berbentuk bulat dan cenderung tersebar.
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Gambar 4. Sel TA7D. (a) Sel yang hidup berbentuk lonjong dan saling menempel dengan sel
lainnya dan (b) sel yang mati berbentuk bulat dan tersebar.

Setelah MTT ditambahkan pada microplate, MTT direduksi oleh enzim
suksinat reduktase tetrazolium dalam mitokondria sel-sel hidup yang membentuk
kristal formazan berwarna ungu. Formazan yang terbentuk tidak dapat menembus
membran sel hidup sehingga terakumulasi dalam sel-sel hidup. Enzim suksinat
reduktase tetrazolium tidak dihasilkan pada sel yang mati karena tidak mampu
berespirasi sehingga tidak mampu mereduksi MTT menjadi kristal formazan.
Formazan intraseluler ini dapat dilarutkan dengan reagen stopper berupa SDS
untuk menghentikan reaksi enzimatik dalam sel. Intensitas warna ungu yang
muncul dapat diukur menggunakan ELISA reader (Doyle dan Griffiths, 2000;
Freshney, 2000). Intensitas warna ungu yang terbentuk sebanding dengan jumlah
sel hidup. Semakin banyak cell line yang mati maka semakin kecil absorbansinya
dan semakin berkurang warna ungu yang terbentuk. Semakin rendah absorbansi
maka semakin toksik zat tersebut terhadap cell line kanker T47D. Absorbansi
yang dihasilkan pada tiap konsentrasi sampel dapat dilihat dalam tabel di bawah

ini.
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Tabel 1. Absorbansi pada tiap konsentrasi sampel

Konsentrasi Sampel Absorbansi
(Mg/mL)
7500,0 0,047
3750,0 0,043
1875,0 0,583
937,50 0,770
468,75 0,789

Data yang diperoleh di plot dalam grafik hubungan log konsentrasi dan

persen kematian sel, seperti terlihat dalam gambar di bawah ini:

140 y = 86.016x - 211.22
_R*=0.7638
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Gambar 5. Grafik hubungan antara log konsentrasi ekstrak terhadap persen kematian cell
line kanker payudara T47D

Berdasarkan persamaan garis lurus y = 86,016x — 211,22 dapat ditentukan nilai
ICso dengan cara memasukkan nilai y = 50 dalam persamaan garis lurus sehingga
diperoleh log konsentrasi yang menyebabkan 50 % penghambatan. Didapatkan
nilai 1Cso ekstrak n-heksana sebesar 1088,621 pg/mL. Harga ICso yang diperoleh
mencerminkan sitotoksisitas bahan terhadap sel uji. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa ekstrak n-heksana daun benalu kelor tidak mempunyai aktivitas sitotoksik

terhadap cell line kanker payudara T47D pada uji sitotoksisitas dengan metode
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MTT. Hal ini didasarkan pada kriteria yang ditetapkan oleh NCI (National Cancer
Institut) bahwa suatu senyawa dikatakan memiliki efek sitotoksisitas yang poten
bila senyawa tersebut mempunyai nilai 1Cso <20 pug/mL.

Aktivitas antiproliferasi dapat dinyatakan sebagai nilai persentase
penghambatan proliferasi sel yang diberikan oleh bahan uji. Penghambatan
proliferasi sel ditunjukkan oleh kematian cell line kanker payudara T47D.
Semakin tinggi % antiproliferasi terhadap sel, semakin tinggi pula aktivitas
antiproliferasi sampel. Semakin besar harga ICso berarti kemampuan dalam
menghambat proliferasi sel semakin kecil dan sebaliknya semakin kecil harga ICso
semakin besar kemampuan dalam menghambat proliferasi sel (Meiyanto dkk.,
2003). Ekstrak n-heksana daun benalu kelor (Helixanthera sessiliflora (Merr.)
Denser) tidak signifikan dalam menghambat proliferasi sel T47D. Hal ini
didasarkan pada kriteria yang ditetapkan oleh Kamuhabwa dkk. (2000) bahwa
ekstrak dikatakan memiliki potensi antiproliferasi jika memiliki nilai ICso < 100
pg/ml.

Nilai 1Cso sebesar 1088,621 pg/mL yang didapatkan pada penelitian
ekstrak n-heksana daun benalu kelor (Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser)
jauh lebih besar dibandingkan pada penelitian Artanti dkk. (2003). Fraksi heksana
daun benalu duku (Macrosolen cochinchinensis (Lour.) van Tiegh) memiliki 1Cso
sebesar 12 pg/mL. Penelitian Lirdprapamongkol dkk. (2003) juga memperlihatkan
aktivitas sitotoksik yang lebih baik dibandingkan dengan ekstrak n-heksana daun
benalu kelor (Helixanthera sessiliflora (Merr.) Denser). Pada konsentrasi 50

ug/mL  ekstrak air benalu jenis Helixanthera parasitica memberikan
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penghambatan sebesar 83 %. Faktor yang kemungkinan mempengaruhi perbedaan
aktivitas sitotoksik tanaman-tanaman ini adalah perbedaan pelarut yang digunakan
dalam maserasi, spesies benalu yang diuji dan inang tempat tumbuhnya. Faktor-
faktor ini kemungkinan mempengaruhi kandungan senyawa aktif yang terdapat
dalam ekstrak sehingga lebih lanjut akan mempengaruhi aktivitas sitotoksiknya
(Sarker dkk., 2006).
Faktor lain yang menentukan aktivitas sitotoksik sebuah ekstrak tanaman

adalah cell line yang digunakan untuk keperluan pengujian (Freshney, 2000).
Ekstrak daun benalu kelor dalam penelitian ini diujikan terhadap cell line kanker
T47D. Sedangkan Artanti dkk. (2003) menguji ekstrak daun benalu duku terhadap
cell line L1210 dan Lirdprapamongkol dkk. (2003) menguji ekstrak Helixanthera
parasitica terhadap cell line HCC-S102. Bahan sitotoksik bekerja secara spesifik
pada setiap cell line kanker, dengan demikian aktivitas sitotoksik untuk setiap
ekstrak atau senyawa berbeda pada cell line yang berbeda. Setiap cell line yang
digunakan untuk uji aktivitas sitotoksik kemungkinan mempunyai respon yang
berbeda terhadap bahan uji yang digunakan.
D. Deteksi Golongan Senyawa Bioaktif

Penentuan golongan senyawa dilakukan dengan metode penapisan
fitokimia. Pada dasarnya penapisan fitokimia ini merupakan uji kualitatif
menggunakan pereaksi-pereaksi yang spesifik untuk menentukan golongan
senyawa. Golongan senyawa yang dianalisis dalam penelitian ini adalah alkaloid,

flavonoid dan terpenoid.
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1. Alkaloid

Senyawa alkaloid pada benalu tergantung pada jenis senyawa alkaloid
dari inang tempat tumbuhnya (Cordero dkk., 1989; Kirana dkk., 2001).
Pereaksi spesifik yang digunakan untuk menentukan senyawa golongan
alkaloid adalah pereaksi Wagner. Hasil positif terhadap alkaloid dengan
pereaksi Wagner ditunjukkan dengan terbentuknya endapan coklat (Bintang,
2010). Setelah ekstrak direaksikan dengan pereaksi Wagner, larutan berwarna
merah kecoklatan tanpa endapan (Gambar 6), sehingga dapat disimpulkan

bahwa di dalam ekstrak tidak terdapat senyawa golongan alkaloid.

Gambar 6. Penapisan fitokimia alkaloid

2. Flavonoid

Senyawa flavonoid pada benalu dipengaruhi oleh spesies benalu (Fukunaga
dkk,1989) dan inang tempat tumbuhnya (Kirana dkk, 2001). Uji flavonoid
digunakan untuk menentukan flavonoid dalam suatu bahan dengan dihasilkannya
warna merah atau kuning setelah reaksi pada lapisan amil alkohol. Warna hijau
kehitaman yang terbentuk menunjukkan ekstrak n-heksana daun benalu kelor

tidak mengandung senyawa golongan flavonoid (Gambar 7).
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Gambar 7. Penapisan fitokimia flavonoid
3. Terpenoid
Golongan senyawa terpenoid ditentukan menggunakan uji Liebermann-
Burchard. Menurut Bintang (2010), hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya
warna merah, hijau atau biru. Terbentuknya warna hijau pada tabung reaksi
(Gambar 8) menunjukkan ekstrak n-heksana mengandung senyawa golongan

terpenoid.

Gambar 8. Penapisan fitokimia terpenoid

Senyawa yang terkandung dalam daun benalu kelor (Helixanthera

sessiliflora (Merr.) Denser) dan berpotensi sebagai antikanker berdasarkan
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pengujian skrining fitokimia adalah terpenoid. Senyawa terpenoid dapat memblok
siklus sel pada fase Go/M dengan menstabilkan benang-benang spindle pada fase
mitosis sehingga menyebabkan proses mitosis terhambat. Pada tahap selanjutnya,
akan terjadi penghambatan proliferasi sel dan pemacuan apoptosis. Senyawa
terpenoid juga mampu menghambat enzim topoisomerase pada sel mamalia. Ada
dua kelas enzim topoisomerase pada sel mamalia, tipe | yang memotong dan
memecah untai tunggal dari DNA dan tipe Il yang memotong dan memecah DNA
untai ganda. Inhibitor enzim topoisomerase akan menstabilkan kompleks
topoisomerase dan DNA terpotong, sehingga dapat menyebabkan terjadinya
kerusakan DNA. Adanya kerusakan DNA dapat menyebabkan terekspresinya
protein proapoptosis sehingga dapat memacu terjadinya apoptosis (Setiawati dkk.,

2010).
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Lampiran 2

HASIL PENGAMATAN SEL T47D SETELAH PERLAKUAN
MENGGUNAKAN MIKROSKOP INVERTED

Konsentrasi 7500 pg/mL Konsentrasi 3750 ug/mL
Konsentrasi 1875 ug/mL Konsentrasi 937,5 ug/mL

Konsentrasi 468,25 pug/mL l Sel kontrol
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Lampiran 3
PERHITUNGAN

] (abs p — abs m)
% kematian sel = 100 — (abs K — abs m) x 100 %

1. Konsentrasi 7500 pug/mL

. (0,047 — 0,088)
% kematian sel = 100 — (09415 — 0,088) x100 % = 104,8%

2. Konsentrasi 3750 pg/mL

) (0,043 — 0,088)
% kematian sel = 100 — (09415 — 0,088) x 100 % = 105,27 %

3. Konsentrasi 1875 pg/mL

0,0583 — 0,088
% kematian sel = 100 — EO 9415 — 0 088; x 100 9% = 103,475 %

4. Konsentrasi 937,5 ug/mL

. (0,77 — 0,088)
% kematian sel = 100 — (0,9415 — 0,088) x100 % = 20,094 %

5. Konsentrasi 468,25 ug/mL

% L ] =1 _(0,7785—0,088) 100 % = 17.926 9
% kematian se 00 (09415—0088)X 00 % 7,926 %
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